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Genetyczne doskonalenie szczepéw

Doskonalenie szczepdw mozna przeprowadzi¢ za pomocg wielu metod

modyfikacji genetycznej, do ktérych zaliczamy miedzy innymi:
- mutageneze i mutacje,
- rekombinacje genetyczna,
- fuzje protoplastow.

Drobnoustroje pozyskiwane ze srodowiska naturalnego prowadzag
procesy biosyntezy lub biotransformacji z wydajnoscig niewystarczajgca
zazwyczaj do opracowania ekonomicznego procesu technologicznego. Dzieki
funkcjonowaniu mechanizmow regulacyjnych, uksztattowanych w wyniku
ewolucyjnego doskonalenia procesow komoérkowych, charakteryzujg sie one
skoordynowanym i zbilansowanym metabolizmem. Dobierajgc warunki
hodowli mozna czesciowo zmieniaé aktywnos¢ metaboliczng szczepow
dzikich i uzyskiwaC podwyzszenie wydajnosci pozgdanego produktu, w
granicach okreslonych genotypem. Szczepy takie wykorzystywane sg tylko w
niektérych technologiach przemystowych, najczesciej jednak otrzymuje sie je

poprzez poddawanie specjalnym zabiegom doskonalgcym ich cechy
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technologiczne. Zasadnicze zmiany metaboliczno-fizjologiczne mozna
uzyska¢ w wyniku modyfikacji genotypu drobnoustrojéw, a jednym z
podstawowych sposobdéw, jakie stosowane sg w tym zakresie jest
mutagenizacja i selekcja mutantdw o cechach korzystnych dla danego
procesu. Nalezy jednak pamietac, ze selekcja mutantow zawsze ma charakter
fenotypowy, poniewaz prowadzona jest w okreslonych warunkach
srodowiskowych, co nie gwarantuje, ze szczep wyselekcjonowany z okreslonej
populacji komérek reprezentuje jej najlepszy genotyp. Dlatego tez w kazdym
programie mutacyjno-selekcyjnym muszg by¢ brane pod uwage obydwa typy
zmiennosci biologicznej — genotypowa i fenotypowa. Wstepne testy oceny
aktywnosci szczepdw majg na celu eliminacje wariantdw mato przydatnych.
Wyselekcjonowane do drugiego etapu mutanty poddawane sg doktadniejszej
charakterystyce przy zastosowaniu zréznicowanych warunkéw hodowli. Dla
najlepszego szczepu opracowywane sg nastepnie optymalne warunki
procesowe. Ten tryb postepowania powtarzany jest cyklicznie.

Spontaniczna zmiennos¢ mutacyjna drobnoustrojéw, obejmujgca réwniez
rewersje waznych biotechnologicznie cech szczepow produkcyjnych, zmusza
do ciaggtej reselekcji wariantow najbardziej przydatnych. Powaznym
problemem sg tez spontaniczne mutacje prowadzace do utraty przez szczepy
produkcyjne cech waznych biotechnologicznie. Mogg one doprowadzi¢ do
zdominowania hodowli przez warianty niekorzystne, jezeli te wyrdzniajg sie
wyzszg od szczepu produkcyjnego szybkoscig wzrostu. Stwarza to powazne
zagrozenie dla procesow wielodobowych oraz hodowli ciggtych. Istnieje duza
liczba chemicznych czynnikbw mutagennych (mutagenoéw), takich jak: kwas
azotawy, iperyt gazowy, analogi zasad azotowych, zwigzki alkilujgce, barwniki
akrydynowe, a takze mutagenow fizycznych, jak np.: promieniowanie UV, X,
gamma, predkie neutrony. Czynniki te zwiekszajg czestotliwos¢é powstawania
mutacji od kilku do kilkudziesieciu tysiecy razy. R6zne mutageny wywotujg
odmienne rodzaje mutacji. Promieniowanie UV powoduje gtéwnie dimeryzacje
zasad pirymidynowych, promieniowanie jonizujgce — rozrywanie fancuchow
DNA i aberracje chromosomalne, kwas azotawy jest czynnikiem

dezaminujgcym zasady azotowe, a N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna
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(MNNG) jest czynnikiem metylujgcym. Wiele srodkéw mutagennych moze
wywotywac kilka rodzajéw uszkodzehn w strukturze DNA, np.: w wyniku
dziatania promieniowania UV zachodzi dodatkowo hydroksylacja zasad
pirymidynowych oraz sieciowanie dwuniciowego DNA. Poniewaz najczesciej
nieznana jest zaleznos¢ pomiedzy rodzajem mutacji na poziomie
molekularnym a typem powstajgcych mutantow, klasyczna mutagenizacja
stanowi typowe postepowanie losowe, a ostateczny jej wynik nie jest mozliwy
do przewidzenia. Decyduje to o celowosci stosowania wielokrotnej
mutagenizacji i roznych mutagenow, ktére mogg wywotywac¢ odmienne skutki
oraz o koniecznosci szukania mutantow korzystnych wsréd bardzo duzej
liczby izolatorow. Do najczesciej stosowanych mutagendéw naleza:
promieniowanie UV oraz MNNG.

Wazng kwestie stanowig dawki mutagenu. Zbyt duze dawki mutagenow
powodujg zwykle powstawanie wielu uszkodzen réwnoczesnie w réznych
miejscach genomu. Zwieksza sie w tych warunkach prawdopodobienstwo
wystgpienia mutacji niekorzystnych, maskujgcych ewentualne mutacje
pozgdane. Celowe jest zatem stworzenie takich warunkéw mutagenizaciji
(mata dawka mutagenu), aby selekcjonowane szczepy charakteryzowaty sie
pojedynczymi mutacjami. Jezeli dawka mutagenu jest duza, wowczas zmiany
w DNA mogg byC tak znaczne, ze enzymy naprawcze nie sg w stanie ich
wyeliminowaé, co prowadzi do $mierci komoérki. Efektem letalnym moze
réwniez zakonczyc¢ sie mutacja w wypadku braku mechanizmow naprawczych
w komdrce, wyeliminowanych np.: na skutek innej, wczesniejszej mutaciji.
Formg materiatu biologicznego najbardziej dogodng do przeprowadzania
mutagenizacji sg pojedyncze, jednojgdrowe komorki haploidalne. Efektywnosc¢
procesu mutagenizacji zalezy nie tylko od rodzaju uzytego czynnika, lecz
réwniez od tego, z jakiej fazy hodowli pochodzg komorki. Mutageny reagujgce
z DNA, np. kwas azotawy, odczynniki alkilujgce oraz promieniowanie UV,
mogg by¢ stosowane zaréwno wobec komorek spoczynkowych, jak i aktywnie
namnazajgcych sie. Podatnosé szczepu na mutageneze moze ksztattowac sie
odmiennie w odniesieniu do mutacji spontanicznych i indukowanych.

Najbardziej korzystny jest uktad, w ktérym szczep wykazuje duzg podatnos¢
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na mutageneze indukowang (co pozwala na jego ulepszanie), a rownoczesnie
jest mato podatny na powstawanie mutacji samorzutnych, co warunkuje jego
duzg stabilnos¢ genetyczna.

Rekombinacja genetyczna, definiowana jako proces, w wyniku ktérego
powstajg nowe kombinacje genow, stanowi podstawe bardziej racjonalnego
od mutagenizacji sposobu  otrzymywania szczepow do  celdw
biotechnologicznych. Jest przeprowadzana w dwojaki sposob: poprzez
hybrydyzacje, czyli krzyzowanie szczepow oraz przez konstruowanie
sztucznych kombinacji gendw in vitro i uzyskiwanie ekspresji dokfadnie
zaprogramowanej informacji genetycznej w komdérkach odpowiednio
dobranego gospodarza.

Naturalna hybrydyzacja wigze sie z przekazaniem informacji genetycznej z
komérki dawcy do biorcy w wyniku przedtuzonego kontaktu (koniugaciji) obu
komérek i polega na wymianie odcinkébw DNA (rekombinacji) miedzy
chromosomami lub genoforami dawcy i biorcy w procesie okreslanym jako
crossing over. W wyniku zachodzgcej nastepnie segregacji, czyli rozdzielenia
materiatu genetycznego w komorkach potomnych, mozna otrzymacé hybrydy
(rekombinanty, segreganty) o zmienionym genotypie i nowych wtasciwosciach
metabolicznych. Jedng z koncepcji wykorzystania procesu hybrydyzaciji
drobnoustrojéw do ich ulepszania byto pozyskiwanie nowego wartosciowego
materiatu genetycznego ze srodowisk naturalnych i uzycie go do wzbogacania
genotypdw obecnie stosowanych, uposledzonych genetycznie szczepow
produkcyjnych. Zasadniczym dgzeniem stato sie krzyzowanie szczepdw
pochodzgcych z réznych linii  mutacyjno-selekcyjnych,  zwtaszcza
wywodzgcych sie od réznych przodkdéw. tgczac cechy korzystne mozna
wowczas eliminowac jednoczesnie cechy niepozgdane.

Do konstruowania nowych szczepow bakterii przy uzyciu plazmidéw
(transformacja) i fagow (transfekcja) jako nosnikéw (wektorow) genow
wprowadzanych do wybranych komorek biorcy zostaly wykorzystane:
koniugacja i transdukcja. Podczas koniugacji, zachodzgcej u Procaryota,

komorki przeciwnych typow ptciowych, np. F* i F u E. coli, mogg przekazywac
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DNA miedzy sobg (z F* do F) dzieki plazmidom ptodnosci. Po zakonczeniu
koniugacji nastepuje wtgczenie DNA dawcy do genoforu biorcy.

Natomiast klasyczne manipulacje genetyczne wykonywane jedynie w
komédrkach bakterii, polegajgce na wyodrebnianiu genow (. matych
fragmentéw DNA) i ich przenoszeniu z jednej komérki do drugiej (w ramach
tego samego gatunku) przy udziale tagodnych (umiarkowanych) fagow jako
wiruséw bakteryjnych — nazwano transdukcjg. Lizogenia bakterii, pokrewna
transdukcji, polega na wbudowaniu (w wyniku crossing over) fagu zjadliwego
(wirulentnego, np. T4) do genomu zakazonej bakterii, po czym ma miejsce
jego lityczny cykl zyciowy, w wyniku ktérego komorki bakteryjne ulegajg
masowe]j lizie. Proces rekombinacji DNA in vitro obejmuje podstawowe
techniki wyodrebniania i zmiany czgsteczki DNA, tj. tgczenia natywnych
fragmentéw DNA ze skonstruowanymi sztucznie fragmentami (wektorami lub z
tzw. kasetami ekspresyjnymi), a nastepnie amplifikacji (powielania)
pozgdanych genéw w transformowanej komorce. Przenoszenie wektora (z
fragmentem pozgdanych genow) z jednego organizmu do drugiego i jego

powielanie w komérce gospodarza nazwano klonowaniem (rys. 1).
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Prokariotyczny DNA mozna klonowa¢ bezposrednio, natomiast DNA
eukariotyczny moze byc¢ sklonowany tylko jako cDNA (circular DNA).
Pierwszym etapem w rekombinacji in vitro jest wydzielanie odpowiedniego
DNA, nastepnie jego oczyszczanie i fragmentowanie do poszczegolnych
gendéw za pomocg specyficznych enzyméw restrykcyjnych (thgcych), badz
ultradzwiekéw. Drugim etapem w rekombinacji in vitro jest tgczenie
odpowiednich fragmentéw DNA z czgsteczkami wektorowymi z udziatem
enzymu ligazy DNA, wytwarzajgcej wigzania fosfodiestrowe, przy czym
wektory sg to niewielkie fragmenty DNA majgce zdolnos¢ do samodzielnej
replikacji w komorce.

Tak zrekombinowany fragment DNA z wektorem, po wprowadzeniu do
komoérki biorcy za pomocg transformacii (bakterii) lub transfekcji (komorek
eukariotycznych Iub prokariotycznych przy wprowadzaniu bakteriofagdéw),
podlega powielaniu tj. klonowaniu. Znajomos¢ sekwencji wielu genow
umozliwia przeprowadzenie réznych manipulacji genetycznych nie tylko w
naturalnych genach wyizolowanych z organizmow, lecz takze w DNA, ktore
moze byC¢ zsyntetyzowane chemicznie lub enzymatycznie w automatycznie
sterowanym procesie. Istniejg bowiem urzgdzenia do otrzymywania
oligonukleotydéw o okreslonej sekwencji i dtugosci (najczesciej 20-40
nukleotydow), z ktorych, za pomocg ligazy DNA, konstruuje sie dtuzsze
fragmenty DNA lub kompletne geny. Podczas enzymatycznej syntezy cDNA
zawiera jedynie sekwencje kodujgce. Matryce stanowi najczesciej mRNA,
ktore jest transkrybowane na DNA za pomocg polimerazy DNA, zaleznej od
RNA (tzw. odwrotnej transkryptazy).

Bardzo uzyteczng w rekombinacji genetycznej in vitro jest metoda PCR (od
ang. Polymerase Chain Reaction), tj. reakcja tancuchowa polimerazy
umozliwiajgca selektywng amplifikacje in vitro poszczegdlnych fragmentow
DNA (bez jego klonowania), nasladujgc zjawisko replikacji in vivo. Do
przeprowadzenia tej reakcji sg potrzebne minimalne ilosci (50 ng) wzorcowego
jednoniciowego DNA, dwa startery (ang. primers) jako sondy, tj. syntetyczne
oligodeoksynukleotydowe sekwencje dtugosci ok. 20 nukleotyddw,

komplementarne do znanych sekwencji koncowych  wzorcowego
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(matrycowego) DNA, deoksynukleinowe trifosforany (dNTPs) oraz polimeraza
DNA. Cato$¢ ww. materiatu jest zawieszona w buforze zawierajgcym Mg?*,
jednowartosciowe kationy i pewne substancje stabilizujgce enzymy. Reakcja
tancuchowa polimerazy, np. Tag, polega na przeprowadzeniu wielu cykli

(20-30) w ciggu 2-3 h, przy czym jeden cykl trwa od kilkudziesieciu sekund do

kilkunastu minut, w zalezno$ci od potrzeby. Proces przebiega w mieszaninie o

objetosci nie przekraczajgcej 50-100 pl, w jednej probowce Eppendorfa

umieszczonej w bloku zautomatyzowanej aparatury. Kazdy cykl obejmuje trzy
etapy tj.:

- termiczng denaturacje (w temp. 92-96°C) dsDNA do ssDNA,

- przylgczanie starterow (tworzenie wigzan wodorowych) do wzorcowego
ssDNA (w temp. 40-60°C), czyli renaturacje,

- wydtuzanie (polimeryzacja) DNA przy kohncach 3'OH w temp. 72°C w
wyniku sukcesywnego przytgczania dNTPs za pomocg termostabilnej
polimerazy DNA.

Metoda PCR stosowana obecnie w wielu wersjach metodycznych znalazta

powszechne zastosowanie nie tylko w laboratoriach genetycznych do prac

badawczych, lecz réwniez w diagnostyce drobnoustrojow.

Do grupy nowych metod genetycznych, stuzgcych otrzymaniu kultur
drobnoustrojow i organizméw wyzszych o korzystniejszych cechach
biologicznych i przemystowych, nalezy zaliczy¢ indukowang fuzje komérkowag
protoplastow, tzn. hybrydyzacje somatyczng i powstawanie mieszancow
genetycznych przy rekombinacji.

Fuzja komérkowa, zachodzgca w wyniku zlewania sie bton komorkowych, jest

zjawiskiem wystepujgcym w przyrodzie spontanicznie, jednakze z niskg
czestotliwoscig, uwarunkowanym obecnoscig odpowiednich receptoréw
btonowych. Gtéwng przeszkodg fizyczng w plazmogamii jest sztywna Sciana
komorkowa. Stanowi ona rowniez bariere niezgodnosci w odniesieniu do
mozliwosci fuzji komoérek réznych gatunkéw. Trudnosci te zostaty
przezwyciezone po opracowaniu technik otrzymywania i fuzji protoplastow,
dzieki czemu powstata mozliwosc praktycznego wykorzystania rekombinacji w

ulepszaniu szczepow przemystowych.
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Kariogamia i rekombinacja moze zachodzi¢ z czestoscig nawet 10-20% w
stosunku do liczby komodrek, ktére ulegly fuzji. Umozliwia to selekcje
rekombinantow bez koniecznosci uzywania szczepow  wyjsciowych,
znakowanych markerami auksotroficznymi.
Nastepne zalety i mozliwosci, jakie stwarza protoplastyzacja, to:
- fuzja i rekombinacja pomiedzy szczepami o tym samym typie ptciowym,
- rekombinacja miedzygatunkowa,
- rekombinacja pomiedzy wiecej niz dwoma genotypami rodzicielskimi w
pojedynczym doswiadczeniu,
- wymiana duzych fragmentéow DNA, przy czym kazdy z genotypow
rodzicielskich moze odegra¢ zaréwno role dawcy, jak i biorcy,
- utatwiona transformacja plazmidowym DNA i transfekcja fagowa,
- mozliwo$¢ fuzji protoplastéw z liposomami zawierajgcymi obcy materiat
genetyczny,
- mozliwo$¢ fuzji z organellami komorkowymi, np.: mitochondriami.
Ponadto protoplasty znajdujg zastosowanie w badaniach nad lokalizacjg
enzymow w komorce, wydzielaniem biatek poza komorke, syntezy Sciany
komérkowej oraz dziataniem antybiotykdéw, substancji powierzchniowo
czynnych i czynnikdw chemicznych na komoérke.
Dzieki indukowanej i kontrolowanej fuzji komodrkowej istnieje mozliwosc
wprowadzenia nowych gendw z wiekszg czestotliwoscig, nawet do komorek
niezdolnych do spontanicznego tgczenia sie badz do komodrek odlegtych
gatunkowo, co stwarza perspektywy dla biotechnologéw do dalszych prac nad
zmianami genotypu i fenotypu organizméw przemystowych.
Do otrzymania hybrydéw somatycznych stosuje sie nastepujgce rodzaje fuzji:
- chemiczng, tj. wirowanie protoplastow przy wysokim pH, gtéwnie z glikolem
polietylenowym (PEG) i jonami wapnia,
- biologiczng, w wyniku dziatania inaktywowanego wirusa Sendai,
- fizyczng, z zastosowaniem gradientu osmotycznego oraz pod wptywem
dziatania pdl elektrycznych o odpowiednio wysokim natezeniu (tzw.

elektrofuzja).
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Witasciwe  wykorzystanie ~w  przemysle nowych  szczepdw
drobnoustrojow, otrzymanych metodami inzynierii genetycznej, zalezy przede
wszystkim od mozliwosci zachowania stabilnosci ich cech
biotechnologicznych, uwarunkowanych genotypem oraz fenotypem.
Niestabilnos¢ wiasciwosci komoérki moze wynikac z tytutu segregacii
(eliminacji) lub utraty transformowanych gendéw, jak tez ze zmiany liczby oraz
struktury chromosomow.

W celu zachowania okreslonych  wtasciwosci  biotechnologicznych
drobnoustrojéw, szczegdlng uwage zwraca sie na opracowywanie metod
stabilizacji przechowywanego materiatu genetycznego oraz specyficznych i w
miare szybkich metod selekcji szczepéw stosowanych w procesach
biotechnologicznych. W chwili obecnej biotechnologia zywnosci w duzym
stopniu korzysta z faktu poznania i mozliwosci poprawy funkcji genetycznych
drobnoustrojéw. Nowe trendy w biotechnologii kreujg efektywniejsze sposoby
wytwarzania zywnosci, jak réwniez wyraznie poprawiajg jej jakosC i
atrakcyjnosé, optymalizujgc przy tym parametry ekonomiczne procesu

produkcyjnego.
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